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1. Uso previsto

Para diagnéstico in vitro. RIDA®GENE Bordetella € uma PCR multiplex em tempo
real para a detecgao direta e qualitativa, e diferenciacdo de Bordetella pertussis,
Bordetella parapertussis e Bordetella holmesii de zaragatoas e lavados
nasofaringeos em humanos. A PCR multiplex em tempo real RIDA®GENE Bordetella
destina-se a ser usado como um auxilio no diagndstico de coqueluche causada por
Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis e Bordetella holmesii,
respectivamente.

2. Sumario e explicagao do teste

Bordetella pertussis € uma bactéria gram-negativa que provoca uma infecgéo
respiratoria aguda denominada coqueluche ou pertussis. Bordetella holmesii,
Bordetella parapertussis e Bordetella bronchiseptica provocam menos comummente
um doenga parecida a coqueluche que, geralmente, € mais suave. A coqueluche
pode provocar uma doenga grave em pessoas de todas as faixas etarias, e que
pode ser fatal principalmente em lactentes. A OMS (Organizagédo Mundial da Saude)
estima que, em 2008, houve cerca de 16 milhdes de casos de pertussis no mundo
todo, resultando em cerca de 195.000 falecimentos de criangas causados pela
doenca.’ Em 2012, foram relatados 41.800 casos de coqueluche nos EUA? Estima-
se que 3 a 35% das infecgbes por Bordetella séo causadas por B. parapertussis.®* A
B. parapertussis foi identificada durante um estudo de 3 anos em 14 % das amostras
como a causa da doenca de tosse comprida nos EUA.> Em um estudo realizado na
Franga, a B. holmesii foi detectado em cerca de 20% das infecgdes de Bordetella em
adolescentes e adultos.®

A transmisséo da infeccéo por Bordetella ocorre pelas vias respiratorias com
goticulas suspensas no ar. Depois de um periodo de incubagao de 7 a 10 dias, o
curso clinico da doenga decorre através de trés estagios: estagio catarral (1 a 2
semanas) com sintomas comuns de resfriado, estagio paroxismal (1 a 2 semanas),
caracterizado por paroxismos de varias tosses rapidas seguidas por vomitos, e
etapa de convalescéncia (6 a 10 semanas) caracterizada pelo desaparecimento de
tosses com paroxismo.”-8

Em populacdes com alta cobertura de vacinacao de lactentes e criancas, a
transmissao da coqueluche continua ocorrendo porque a proteg¢ao da vacina dura de
5 a 10 anos, e a protecao apoés infeccado natural diminui apés 10 a 15 anos.

Por isto, em populagdes com alto indice de vacinagao, a transmissado da doenca
ocorre de adolescentes e adultos para lactentes, ou entre pessoas que ja néo
estejam protegidas pela vacina.®® Um estudo recente sugere a alta de protegdo
cruzada contra B. holmesii ap6s a vacina contra coqueluche.°

Existem muitos métodos de laboratorio disponiveis para o diagnéstico de
coqueluche, entre eles, cultura, sorologia e PCR. A cultura é praticamente 100%
especifica e pode ser de até 50% nas duas primeiras semanas apoés o inicio da
tosse, sendo reduzida com o tempo. A cultura exige meios especiais € demora no
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minimo uma semana. O diagndstico de coqueluche por sorologia n&o é apropriado
no estagio inicial da doenca.

Os anticorpos podem ser detectados no minimo duas semanas apdés a infecgdo ou a
vacina. Como antigeno de teste, é possivel usar o ensaio ELISA com toxina de
pertussis (PT) ou hemaglutinina flamentosa (FHA). A FHA é composta por todas as
espécies de Bordetella, enquanto a PT € composta apenas por B. pertussis. A PT
esta contida em todas as vacinas, enquanto a FHA é um componente de muitas
vacinas acelulares contra pertussis. Nao € possivel diferenciar entre a resposta
imune contra infecgdo e a vacina com um ensaio sorologico. A PCR em tempo real
permite a detecgao rapida, sensivel e especifica nas 4 primeiras semanas apos o
inicio da tosse.

Além disso, a PCR em tempo real permite realizar a diferenciacdo entre as espécies
patogénicas de Bordetella.?®

3. Principio do teste

RIDA®GENE Bordetella € uma PCR multiplex em tempo real para a deteccéo direta
e qualitativa, e diferenciacdo de Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis e
Bordetella holmesii (IS481, IS1001) de zaragatoas e lavados nasofaringeos.

Apds o isolamento de DNA, os fragmentos de genes especificos para Bordetella
pertussis (1S481), Bordetella parapertussis (pIS1001) e Bordetella holmesii (1S481,
h1S1001) sdo amplificados (se presentes). Os alvos amplificados sao detectados
com sondas de hidrdlise, que estdo marcadas em uma extremidade com um
supressor e na outra extremidade com um corante repérter florescente (fluoréforo).
Na presenca de um alvo, as sondas hibridizam para os fragmentos amplificados.
Durante a fase de extensao, a | Tag-Polymerase | quebra a proximidade entre o
reporter e o supressor. O reporter emite um sinal fluorescente que é detectado pela
unidade 6ptica de um instrumento de PCR em tempo real. O sinal fluorescente
aumenta com a quantidade de fragmentos amplificados formados. O teste
RIDA®GENE Bordetella contém um | Internal Control DNA | (ICD) como um
monitoramento interno do procedimento de preparacdo de amostra a fim de
determinar a eventual inibicdo da PCR.
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4. Reagentes fornecidos

Tab. 1: Reagentes fornecidos (Os reagentes fornecidos no kit séo suficientes para
100 determinagdes)

| Reaction Mix | 1050 pl | amarelo
2 | Tag-Polymerase | 1x 80 ul | vermelho
D |Internal Control DNA| | 2x | 1700 pl | laranja
N | No Template Control | 1x 450 yl | branco
P | Positive Contro || 1x 200 pl | azul

5. Instrugdes de armazenamento

- Proteja todos os reagentes da luz e armazene a -20 °C. Todos os reagentes podem
ser usados até ao fim do prazo de validade. Depois de vencido o prazo, a garantia
da qualidade ja n&o é valida.

- Descongele cuidadosamente os reagentes antes de usar (por ex., em um frigorifico
a2-8°QC).

- Os reagentes podem sustentar até 20 ciclos de congelamento sem influenciar o
desempenho do teste (por ex., apos o primeiro descongelamento, separe-os em
aliquotas e congele-os imediatamente).

- Durante a preparagéo da PCR, todos os reagentes devem ser conservados a frio
de forma adequada (2 - 8 °C).
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6. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

O teste de PCR em tempo real multiplex RIDA®GENE Bordetella é adequado para
ser usado com as seguintes plataformas de extracao e instrumentos de PCR em
tempo real:

Tab. 2: Equipamento necessario

Plataforma de extragao:

R-Biopharm RIDA® Xtract

Promega Maxwell® RSC

bioMérieux NucliSENS easy®MAG™

Roche LightCycler® 480ll, LightCycler® 480 z
Agilent Technologies Mx3005P

Applied Biosystems ABI 7500

Bio-Rad CFX96™

QIAGEN Rotor-Gene Q

Nota: No Rotor-Gene Q (QIAGEN), use apenas tubos de 0,1 ml.

Se quiser usar outras plataformas de extracao ou instrumentos de PCR em tempo
real, entre em contato com a R-Biopharm em mdx@r-biopharm.de.

- Cotonetes estéreis livres de meio em nylon floculado (p. ex., Copan Diagnostic Inc.,
catalogo n.° 552C)

- RIDA®GENE Color Compensation Kit IV (PG0004) para executar o LightCycler®
480Il e o LightCycler® 480 z

- Consumiveis de PCR em tempo real (placas, tubos, pelicula)

- Centrifuga com um rotor para tubos de ensaio

- Vortexer

- Pipetas (0,5 — 20 pl, 20 — 200 pl, 100 — 1000 pl)

- Ponteiras de filtro

- Luvas descartaveis sem po

- Agua PCR (agua livre de nuclease)
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7. Medidas preventivas

Para utilizagdo em diagndstico in vitro.

Esse teste deve ser realizado apenas por pessoal de laboratorio treinado. As

diretrizes para trabalho em laboratérios médicos devem ser seguidas. O manual de

instrugcdes de realizagao do teste deve ser seguido. Nao pipete amostras ou
reagentes com a boca. Evite o contato com membranas mucosas ou pele com
hematoma. Durante o manuseio de reagentes ou amostras, vista roupa de
seguranga adequada (luvas, avental de laboratério e 6culos de seguranga
apropriados), e lave as mé&os apos concluir a realizagao do teste. Nao fume, coma
ou beba em areas onde as amostras ou reagentes estiverem sendo usados.

- A extracao, a preparacao da PCR e a execuc¢ao da PCR devem ser separadas em
salas diferentes para evitar contaminagdes cruzadas.

- As amostras devem ser tratadas como potencialmente infecciosas, bem como
todos os reagentes e materiais expostos as amostras, devendo ser manuseados
conforme os regulamentos nacionais de segurancga.

- Ndo use o kit apds o prazo de validade.

Todos os reagentes e materiais usados devem ser descartados de modo adequado
apods o uso. Para o descarte, consulte as normas nacionais relevantes.

Para mais detalhes, consulte as Folhas de Dados de Seguranca (SDS) em
www.r-biopharm.com.

8. Coleta e armazenamento de amostras

8.1 Preparo das amostras de esfregagos nasofaringeos

Para isolamento de DNA de cotonetes secos, use o kit de isolamento de DNA
disponivel (por ex., RIDA® Xtract (R-Biopharm)) ou sistema de extragdo de DNA (por
ex. Maxwell® RSC (Promega)). Extraia o DNA de acordo com as instrugdes do
fabricante.

No isolamento de DNA de zaragatoas nasofaringeas, € recomendado o seguinte
procedimento: Adicione 400 ul de agua PCR em um tubo de preparacéo; Insira a
zaragatoa na agua e corte ou quebre a haste da zaragatoa. Feche bem o tubo de
preparagao, agite em vortice brevemente e continue conforme a instrugdo do
fabricante do kit de extracdo de DNA ou do sistema de extragcao de DNA.

O teste RIDA®GENE Bordetella contém um | Internal Control DNA | que detecta a
inibicdo de PCR, monitora a integridade do reagente e confirma que a extragao do
acido nucleico foi suficiente. O | Internal Control DNA | pode ser utilizado como
controle de inibicdo de PCR ou como controle de extragcao para o procedimento de
preparagao de amostra e como controle de inibicado PCR.

Se o Internal Control DNA | for usado apenas como controle de inibigdo de PCR,
deve ser adicionado 1 pl de | Internal Control DNA | & mistura principal (consulte a
Tab.4).

6 2019-05-17 RIDA®GENE Bordetella



Se o Internal Control DNA | for usado como um controle de extracéo para o
procedimento de preparagcdo da amostra e como controle de inibicdo da PCR,
durante o procedimento de extracido, devem ser adicionados 20 ul do

| Internal Control DNA |.O | Internal Control DNA | deve sempre ser adicionado &
mistura amostra-tampao de lise e ndo deve ser adicionado diretamente a amostra.
Recomendamos também adicionar 1 pl do | Internal Control DNA | & mistura de PCR
do controle negativo e positivo.

8.2 Preparo das amostras de lavados nasofaringeos

Para o isolamento de DNA de lavados nasofaringeos, adicione o volume adequado
de acordo com as instrucdes do fabricante do kit de extracdo de DNA ou do sistema
de extracao de DNA.

Para isolamento de DNA de cotonetes secos, use o kit de isolamento de DNA
disponivel (por ex., RIDA® Xtract (R-Biopharm)) ou sistema de extragdo de DNA (por
ex. Maxwell® RSC (Promega)). Extraia o DNA de acordo com as instrugdes do
fabricante.

O teste RIDA®GENE Bordetella contém um | Internal Control DNA | que detecta a
inibicdo de PCR, monitora a integridade do reagente e confirma que a extragao do
4cido nucleico foi suficiente. O | Internal Control DNA | pode ser utilizado como
controle de inibicdo de PCR ou como controle de extragcao para o procedimento de
preparagao de amostra e como controle de inibicdo PCR.

Se o Internal Control DNA | for usado apenas como controle de inibigdo de PCR,
deve ser adicionado 1 pl de | Internal Control DNA | & mistura principal (consulte a
Tab.4).

Se o Internal Control DNA | for usado como um controle de extracdo para o
procedimento de preparacdo da amostra e como controle de inibicdo da PCR,
durante o procedimento de extracdo, devem ser adicionados 20 ul do

| Internal Control DNA |. O | Internal Control DNA | deve sempre ser adicionado a
mistura amostra-tampao de lise e ndo deve ser adicionado diretamente a amostra.
Recomendamos também adicionar 1 pl do | Internal Control DNA | & mistura de PCR
do controle negativo e positivo.

9. Realizagao do teste

9.1 Preparagao da mistura principal

Calcule o numero total de reagdes PCR (rea¢cdes de amostra e de controle)
necessarias. Em cada ensaio realizado, devem ser incluidos um controle positivo e
um controle negativo.

Recomendamos calcular um volume adicional de 10 % para compensar pipetagens
imprecisas (ver Tab. 3, Tab. 4). Antes de usar, descongele, misture cuidadosamente
e centrifugue brevemente a | Reaction Mix |, a| Tag-Polymerase ], o
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, 0| No Template Control | e o | Internal Control DNA |. Mantenha os
reagentes frios o suficiente durante a etapa (2 — 8 °C).

Tab. 3: Calculo e exemplo de pipetagem para 10 reagbes da mistura principal
(ICD como extragao e controle de inibigdo da PCR)

Cédigo do| Componentes da Volume por reagao 10 reagoes
kit mistura principal (10 % extra)

| Reaction Mix | 19,3 pl 212,3 yl
2 | Tag-Polymerase | 0,7 ul 7,7 ul
Total 20 ul 220 pl

Misture os componentes da mistura principal cuidadosamente e centrifugue
brevemente.

Tab. 4: Calculo e exemplo de pipetagem para 10 reagdes da mistura principal
(ICD apenas como controle de inibicao da PCR)

Caédigo Componentes da Volume por 10 reagoes
do kit mistura principal reagao (10 % extra)

1 | Reaction Mix | 19,3 pl 212,3 yl

2 | Tag-Polymerase | 0,7 ul 7,7 ul

D | Internal Control DNA|| 1,0 ul 11
Total 21,0 231,0 pl

Misture os componentes da mistura principal cuidadosamente e centrifugue
brevemente.

9.2 Preparagao da mistura de PCR

Pipete 20 pl da mistura principal em cada tubo de ensaio (tubo ou placa).

Controle negativo:Adicione 5 pl de |No Template Control | & mistura principal pré-
pipetada.

Nota: Se o \ Internal Control DNA | for usado como um controle de extragao para
o procedimento de preparagao da amostra e como controle de inibicao
da PCR, recomendamos adicionar 1 pl do | Internal Control DNA | a
mistura de PCR do controle negativo.

Amostra: Adicione 5 pl de extrato de DNA a mistura principal pré-pipetada.

Controle positivo: Adicione 5 pl do | Positive Control | & mistura principal pré
pipetada.

Nota: Se o \ Internal Control DNA | for usado como um controle de extragao para
o procedimento de preparagao da amostra e como controle de inibicao

8 2019-05-17 RIDA®GENE Bordetella



da PCR, recomendamos adicionar 1 pl do | Internal Control DNA | a
mistura de PCR do controle positivo.

Cubra os tubos ou a placa. Centrifugue e coloque no instrumento de PCR em tempo
real. A reacao de PCR deve ser iniciada de acordo com as definicbes do instrumento
de PCR (ver Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7, Tab. 8).

9.3 Configuragao do instrumento de PCR
9.3.1 Perfil de PCR em tempo real do DNA

Tab. 5: Perfil de PCR em tempo real do DNA para LightCycler® series e
Rotor-Gene Q

Desnaturacgéo inicial 1 min, 95 °C

Ciclos 45 ciclos

PCR Desnaturagao 10s,95°C
Recozimento/Extensao 15,60 °C

indice da temperatura de transicao /

indice de subida Maximo

Nota: O recozimento e a extensao ocorrem na mesma etapa.

Tab. 6: Perfil de PCR em tempo real de DNA para Mx3005P, ABI7500, CFX96 ™

Desnaturacéo inicial 1 min, 95 °C

Ciclos 45 ciclos

PCR Desnaturagao 155,95 °C
Recozimento/Extensao 30s,60°C

indice da temperatura de transicéo /

indice de subida Maximo

Nota: O recozimento e a extensdao ocorrem na mesma etapa.
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9.3.2 Perfil de PCR em tempo real universal

Nota: o perfil de PCR em tempo real universal deve ser utilizado apenas em
testes de DNA quando houver a combinagio dos testes RIDA®GENE
DNA e PCR em tempo real de RNA em uma execugao.

Tab. 7: Perfil de PCR em tempo real universal para LightCycler® series

Transcrigéo reversa 10 min, 58 °C
Desnaturacgéo inicial 1 min, 95 °C
Ciclos 45 ciclos
PCR Desnaturacéao 10s,95°C
Recozimento/Extenséo 15's,60 °C

indice da temperatura de transicéo /

indice de subida Maximo

Nota: O recozimento e a extensdao ocorrem na mesma etapa.

Tab. 8: Perfil de PCR em tempo real universal para Mx3005P, ABI7500, Rotor-Gene

Qe CFX96™
Transcricdo reversa 10 min, 58 °C
Desnaturacéo inicial 1 min, 95 °C
Ciclos 45 ciclos
PCR Desnaturagéao 15,95 °C
Recozimento/Extenséo 30,60 °C

indice da temperatura de transicéo /

indice de subida Maximo

Nota: O recozimento e a extensdao ocorrem na mesma etapa.
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9.4 Configuragao dos canais de detecgao

Tab. 9: Selecao dos canais de deteccdo adequados

Instrumento

de PCR em

tempo real

Roche
LightCycler®
4380II

Roche
LightCycler®
480 z

ABI 7500

Agilent
Techn.
Mx3005P

Bio-Rad
CFX96™

Qiagen
Rotor-Gene Q

RIDA®GENE Bordetella

Deteccao Canal de Indicagao
deteccao

B. pertussis/B. holmesii
ICD

B. holmesii

B. parapertussis

B. pertussis/B. holmesii
ICD

B. holmesii

B. parapertussis

B. pertussis/B. holmesii
ICD

B. holmesii

B. parapertussis

B. pertussis/B. holmesii
ICD

B. holmesii

B. parapertussis

B. pertussis/B. holmesii
ICD

B. holmesii

B. parapertussis

B. pertussis/B. holmesii
ICD

B. holmesii

B. parapertussis

465/510
533/580
533/610
618/660
465/510
540/580
540/610
610/670
FAM
VIC
ROX
Cy5
FAM
HEX
ROX

FAM
VIC
ROX
Cy5
Verde
Amarelo
Laranja

Vermelho

2019-05-17

O RIDA®GENE Color
Compensation

Kit IV (PG0004)

é necessario

O RIDA®GENE Color
Compensation

Kit IV (PG0004)

é necessario

Verifique se a opg¢ao
de referéncia passiva
ROX esta em nenhum

Verifique se o corante
de referéncia é
nenhum

As configuragoes de
ganho devem ser
definidas em 5 de
acordo com as
configuragoes padrao
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10. Controle de qualidade

A analise das amostras é realizada pelo software do instrumento de PCR em tempo
real usado, de acordo com a instrucao do fabricante. Os controles positivo e
negativo devem mostrar resultados corretos (ver Tab. 10, Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3) para
determinar uma execucéo valida.

O | Positive Control | para B. pertussis, B. holmesii e B. parapertussis tem uma
concentragéo de 102 copias/ul. Em cada execucdo da PCR, ele é usado em um valor
total de 5 x 103 copias.

Tab. 10: Para uma execucgéo valida, € necessario preencher as seguintes

condicoes:
Amostra Resu_ltado el ICD Ct Gene-alvo Ct
ensaio
Veja o Certificado
Controle positivo Positivo NA *1 de Garantia de
Qualidade
Controle negativo Negativo Ct>20 0

*I Ndo é necessario um valor de Ct para o ICD para obter um resultado positivo do controle positivo.

Se o controle positivo ndo for positivo dentro do intervalo de Ct especificado, mas o
Controle negativo for valido, prepare todas as reagdes incluindo os controles.

Se o controle negativo ndo for negativo, mas o controle positivo for valido, prepare
todas as reacdes incluindo os controles.

Se os critérios exigidos n&o forem preenchidos, os itens a seguir devem ser
verificados antes de repetir o teste:

- Data de validade dos reagentes utilizados
- Funcionalidade da instrumentacéao utilizada
- Desempenho correto de realizagdo do teste
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Fig. 1: Execugdo correta do controle positivo e do controle negativo (Bordetella
pertussis) no LightCycler® 480lI
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Fig. 2: Execucdo correta do controle positivo e do controle negativo (Bordetella
holmesii) no LightCycler® 480l
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11. Interpretagao dos resultados

A interpretacdo dos resultados é realizada de acordo com a Tabela 11.

Tab.11: Interpretacdo das amostras

B. pertussis/

B. holmesii B. holmesii  B. parapertussis 1CD Resultado
ositivo negativo negativo positivo/ B. pertussis

P g 9 negativo detectado
ositivo ositivo negativo Y < G

P P 9 negativo detectado*

. . . positivo/ B. parapertussis
negativo negativo positivo negativo detectado
negativo positivo negativo ﬁ:;'at;;c;l Invalido
negativo positivo positivo ﬁ:;::;cz Invalido

o B. pertussis e B.
= - o positivo/ .
positivo negativo positivo negativo parapertussis
9 detectadas
oy B. holmesii e B.
o o, o, positivo/ .
positivo positivo positivo negativo parapertussis
9 detectadas
negativo negativo negativo ositivo Genes alvo nao
9 9 9 P detectados
negativo negativo negativo negativo Invalido

Nota: *ver também o ponto 8 do capitulo 12: Limitagcoes do método

B. pertussis, B. parapertussis ou B. holmesii é detectada se a amostra de DNA e
o | Internal Control DNA | apresentarem um sinal de amplificagéo no sistema de
deteccéo.

B. pertussis, B. parapertussis ou B. holmesii também & detectada se a amostra de
DNA apresentar um sinal de amplificagdo, mas nenhum no

| Internal Control DNA | no sistema de detecgao. A detecg&o do controle de
amplificagdo interno n&o é necessaria, porque as altas concentragbes do fragmento
amplificado podem causar um sinal fraco ou ausente do | Internal Control DNA |.

B. pertussis, B. parapertussis ou B. holmesii nao € detectada se a amostra de DNA
nao apresentar um sinal de amplificagdo, mas sim um sinal de amplificagcao

no | Internal Control DNA| no sistema de deteccao. A inibicdo da reacdo de PCR
pode ser excluida através da deteccdo no | Internal Control DNA |.

RIDA®GENE Bordetella 2019-05-17 15



Uma amostra é invalida, se a amostra de DNA e o| Internal Control DNA | ndo
apresentarem nenhum sinal de amplificagao no sistema de deteccédo. A amostra
contém um inibidor de PCR. A amostra extraida precisa ser diluida adicionalmente
com agua PCR (1:10) e reamplificada, ou o isolamento e a purificagdo da amostra
devem ser melhorados.

12. Limitagoes do método

1.

2.

16

O resultado da analise molecular ndo deve levar ao diagndstico, mas sim ser
sempre considerado no contexto do histérico médico e dos sintomas do paciente.
Este teste é validado apenas para zaragatoas e lavados nasofaringeos em
humanos.

A coleta, o transporte, 0 armazenamento e o processamento inadequados da
amostra ou uma carga patogénica na amostra inferior a sensibilidade analitica
podem resultar em resultados falso negativos.

A presencga de inibidores de PCR pode causar resultados invalidos.

Mutagdes ou polimorfismos na primeira coleta ou regides de ligagao de sonda
podem afetar a detecgédo de novas variantes, gerando um resultado falso
negativo com o teste RIDA®GENE Bordetella.

Do mesmo modo que em todos os testes de diagndstico in vitro com base em
PCR, é possivel detectar os niveis de alvo extremamente baixos, inferiores ao
limite de detecgéo (LoD), mas os resultados podem néo ser reproduziveis.

Um resultado positivo nos testes nao indica necessariamente a presenca de
organismos viaveis. No entanto, um resultado positivo é indicativo da presenca
do gene-alvo de B. pertussis, B. parapertussis e B. holmesii, respectivamente
(1S481, 1IS1001).

No caso de um sinal positivo para B. pertussis e B. holmesii, uma coinfecgao nao
pode ser descartada devido aos genes alvo detectados.
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13. Caracteristicas de desempenho

13.1 Sensibilidade analitica

A PCR multiplex em tempo real RIDA®GENE Bordetella tem um limite de detecgéo
de = 10 copias de DNA por reacao para B. pertussis, B. parapertussis e B. holmesii,
respectivamente.

As seguintes figuras 4, 5 e 6 apresentam uma série de diluicdo de B. pertussis, B.
parapertussis e B. holmesii (10° — 10" copias de DNA cada por pl) no LightCycler®
480II.

Amplification Curves
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Fig. 4: Séries de diluicdo de Bordetella pertussis (10° — 10" copias de DNA por pl)
no LightCycler® 480lI
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Amplification Curves
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Fig. 5: Séries de diluicdo de Bordetella holmesii (10° — 10" cdpias de DNA por pl) no
LightCycler® 480l

Amplification Curves
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Fig. 6: Séries de diluigdo de Bordetella parapertussis (10° — 10" copias de DNA por
ul) no LightCycler® 480l

O limite de detecgao de todo o procedimento depende da matriz da amostra, da
extracdo de DNA e da concentracdo de DNA.
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13.2 Especificidade analitica

A PCR multiplex em tempo real de RIDA®GENE Bordetella é especifico para
Bordetella pertussis, Bordetella holmesii e Bordetella parapertussis de zaragatoas e

lavados nasofaringeos em humanos. Nao foi detectada nenhuma reagao cruzada

em relagao as seguintes espécies (ver Tab.12):

Tab. 12: Testes de reatividade cruzada

Acinetobacter baumannii

Arcobacter butzleri
Adenovirus 1, humano,

estirpe Adenoid 71

Adenovirus 7, humano,
estirpe Gomen

Adenovirus 40, humano,
estirpe Dugan

Adenovirus 41, humano,
estirpe Tak

Aeromonas hydrophila
Bacillus cereus
Bacteroides fragilis
Campylobacter coli

Campylobacter fetus
Campylobacter lari

Campylobacter jejuni

Campylobacter
upsaliensis

Candida albicans

Citrobacter freundii

Clostridium difficile

Clostridium perfringens

Clostridium sordellii

Coronavirus 229E,
humano

RIDA®GENE Bordetella

Virus Coxsackie B4,
humano

Cytomegalovirus,
humano

E. coli (026:H-)

E. coli (O6)

E. coli (O157:H7)

Enterobacter cloacae

Enterococcus faecalis

Virus Epstein-Barr,
estirpe B95-8

Haemophilus influenzae
Rd

Virus Herpes Simplex 1,
estirpe Mcintyre

Virus Herpes Simplex 2,
estirpe MS
Virus influenza A/PR/8/34

Klebsiella pneumoniae,
estirpe MGH78578

Klebsiella oxytoca

Legionella pneumophila,
subesp. pneumophila

Mycoplasma
pneumoniae, estirpe FH
de Eaton Agent

Metapneumovirus,
humano

Neisseria meningitides,
estirpe FAM18

Virus Parainfluenza 1,
estirpe C35, humano

Virus Parainfluenza 2,
estirpe Greer, humano

2019-05-17

Virus parainfluenza,
sorotipo 3

Virus parainfluenza 4b,
estirpe CH19503,
humano

Proteus vulgaris

Pseudomonas
aeruginosa

Virus sincicial
respiratorio, humano,
estirpe Long

Virus sincicial
respiratorio, humano,
estirpe 9320
Rinovirus, humano,
genogrupo A

Salmonella enteritidis
Salmonella typhimurium
Serratia liquefaciens

Shigella flexneri

Staphylococcus aureus
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
haemolyticus SM131

Staphylococcus hominis,
subesp. novobiosepticus
R22

Streptococcus
pneumoniae, estirpe
NCTC 7465

Virus de varicela Zoster
(tipo B)

Vibrio parahaemolyticus

Yersinia enterocolitica
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14. Histoérico de versoes

Numero da versao| Capitulo e designagao
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11. Interpretagao dos resultados

13.2 Especificidade analitica

15. Explicagao dos simbolos
Simbolos gerais

Diagndstico in vitro
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Numero de lote

Valido até
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